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(57) Abstract 

In a method of diagnosing dysfunctions of the central nervous system by means of an antigen/antibody complex, the diag- 
nosticum is an antibody which reacts with a heparan sulphate proteoglycan from cranial nerve endings which has a molecular 
weight of 400,000 to 1,000,000 and its proteolytic fragments, preferably an antibody from the mAb-SG cell line, deposited by the 
European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), Porton Down, Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, England under the number 
88 122 108. The test sample is derived from liquor or serum. The diagnostic method is suitable for diagnosis of Alzheimer's dis- 
ease, brain tumours, general disorders of the cranial drculation, trisomy 21 and Jakob-Cieutzfeld syndrome and other degenera- 
tive diseases of the central nervous system. 

(57) Zosammenfassong 

Es wird ein Verfahren zur Diagnose von Dysfunktionen des zentralen Nervensystems mittels eines Antigenantikfiiperkom- 
plexes beschrieben. Das Diagnoseverfahren benutzt als Diagnostikum einen Antikdrper gegen ein Heparansulfatproteoglycan 
aus Himnervenenden mit einem Molekulargewicht von 400.000 bis 1 .(WO.OOO und dessen proteolytische Fragraente, voizugsweise 
Antikdrper aus der Zellinie mAb-SG, hinterlegt bei der European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), Porton Down, 
Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, England unter der Nummer 88 122 108. Die zur Untersuchung zu verwendende Probe stammt da- 
bei aus Liquor Oder Serum. Das diagnostiscfae Verfahren eignet sich zur Diagnose von Alzheimer's Demenz» Gehimtumoren, all- 
gemeinen Bluthimschrankenst6ningen, Trisomie 21 sowie Jakob-Creutzfeld-Syndrom und anderen degeneratlven Erscfaeinungen 
des zentralen Nervensystems. 
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^es zentra^en Neryensystems . fgNS) , daqeqen qerlcntete 
Anipikdyper sowje yeyf^hy^n PAagnPse ygj\ pysf^nH- 
t:ioTien d^s ZNS 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Antl-* 
gen, das mit degenerativen Erscheinungen des zentra- 
len Nervensystems (ZNS) assoziiert ist und zur Klasse 
der Heparansulfatproteoglycane gehort und aus Him- 
hervenendungen stammt, dagegen gerichteten Antik'r- 
pern sowle ein Verfahren zur Diagnose von Dysfunktio- 
nen des ZNS. 

In den letzten Jahren ist im zunehmendsn MaSe d©ut= 
lich geworden, daB viele neurologische Degenerations- 
erscheinungnen, die friiher als altersbedingt hing - 
noramen worden sind, tatsachlich als Erkrankungen 
aufzufassen sind. So vurde beispielsveise noch Anfang 
des 19, Jahrhundert die Anschauung vertreten, daB 
hohes Alter geradezu zvangslaufig zur Demenz fuhren 
vurde. il.Allard, J.L. Signoret und D.Stalleicken 
beschreiben so z\im Beispiel in der Konographie "Alz- 
heimer Demenz", Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, 
New York, London, Paris, Tokyo, daS sich die Einstel* 
lung zu der Altersdemenz allmSblich anderte, nachdem 
anatomisch-pathologische Untersuchungen zeigten, daB 
das Gehimgewebe alterer Henschen nit Demenzsymptomen 
ebenfalls die charakteristischen Zeichen der Alzh i- 
mer Krankheit aufwiesen und dsiB sogar bei asymptoma- 
tischen alteren Patienten diese histologischen Ver&n- 
derungen nachweisbar sind. Diese histologischen Ver- 
anderungen, beispielsveise neuritische Plagues (seni- 
le Drusen) sovie Alzheimer-Fibrillenveranderungen 
korrelieren mit dem AusmaB der Demenz. Trotz aller 
Fortschritte in der Neurologie beruht die Diagnose 
dieses auf degenerativen Erscheinungen des zentralen 
Nervensystem beruhenden Krankheitsbild s, lediglich 
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auf einer AusschluSdiagnose (siehe Seit 4 d r oben 
genaxuiten Honographie) • Die Autoren fordern eine ge- 
naue tmd fruhzeitige Diagnose, hier ist speziellen 
der Alzheimer "schen Demenz, insbesondere da diese 
Erkrankung aufgrund der sich positiv verandemden 
Iiebenserwartung in Zukunft sich noch starker in den 
Brennpunkt des klinischen Interesses schieben vird 
(siehe Seite 61 der oben angegebenen Honographie) • 

Die Ursachen degenerativer Erkrankungen des zentralen 
Nervensystems sind nicht beXannt, so daB die kausale 
Entwicklung eines Diagnostikums nicht moglich ist. 
Die morphologischen Erscheinungen im Zuge der Progre* 
dienz der Degeneration des ZNS sind hingegen meist 
gut bekannt (Morbus Alzheimer , Trisomie 21, JaJcob- 
Kreuzfeld-Syndrom und andere) • 

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe ist es, 
ein Diagnoseverfahren bereitzustellen, init dessen Hil- 
fe es mdglich vird, degenerative Erkrankungen fruh- . 
zeitig und sicher zu diagnostizieren. Eine weitere 
Aufgabe ist die Bereitstellung eines einfachen, gege-- 
benenfalls automat is ierbaren Verfeihrens zur Durch- 
fuhrung von Reihenversuchen unter Anwendung konventi- 
oneller Analysexiaethoden,. insbesondere immunologischer 
Hethoden. Dazu ist es erforderlich ein Antigen zu 
finden, welches mit der jeveiligen Erkrankung ein- 
deutig korreliert ist. Desweiteren muB ein gegen 
dieses Antigen gerichteter Antikdrper hergestisllt 
werden, der das mit der Erkrankung kosrrelierte Anti- 
gen anzeigt* 

tteerraschenderweise wurde gefunden, daB ein Heparan- 
sulfatproteoglycan aus Kirnnervenenden mit einem 
Holekulargewicht von 400. aoo bis l.poo.oop (400 bis 
1.000 KD) und dessen proteolytische Fragmente indi- 
kativ fur degenerative Zustande des ZNS sind. David 
Schubezrt et. al. beschreiben in Science 241 r pp. 223 
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his 226 ein Heparahsulfatproteoglycankemprotein aus 
Zellen der Nervenzellinie PC12 mit einem Molekularge- 
wicht von etva 200.000 Dalton. Die Autoren beschrei- 
g ben velterhin eine auffallige Sequenzanalogie dieses 

Proteoglycans nit dem nenschlichen Amyloid Betapro- 
teinvorlauf ermolekul • 

Selkoe et al. beschreiben in Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA £5/ PP 7341 bis 7345, 1988 ein Betaamyloidvor- 
lauf erprotein der Alzheimer 'schen Krankheit xnit einem 
Molekulargewicht von 110.000 bis 135.000 Dalton als 
Membran assoziiertes Protein in Nervcn und Kichtner- 
vengeweben- Die Identif izierung dieses Vorlauf erpro- 
25 teins geschah immunologisch durch Reaktion mit Anti- 

korpern, die gegen synthetische Peptide aus der Se- 
quenz des Betaamyloid precursor protein, dessen Ami* 
nosaureseguenz bekannt war, gerichtet war. 



20 



Paulsson, Hats et al. beschreiben in J. Mol. Biol. 
1987, 297-313, ein Heparansulfatproteoglycan mit 
einem Molekulargewicht von ungefahr 500*000. Aller- 
dings stammt dieses Heparansulfatproteoglycan aus 
Basismexobranen von Mausetixmoren . £s werden dort eben- 
25 falls strukturelle Merkmale dieses Heparansulfat- 

proteoglycans beschrieben. Aufgrtind vergleichender 
Untersuchungen nit anderen Fomen von Basismenbran- 
Heparansulfatproteoglycanen folgem die Autoren, daS 
Heparansulfatproteoglycane aus Basismembranen auf- 
30 grund ihrer genet ischen Unterschiedlichkeit nicht 

von gemeinsamen Vorlauf em abstammen. 

Das erf indungsgemafie Heparansulfatproteoglycan stammt 
jedoch aus Hirnnervenendungen und hat ein Molekular- 
gewicht von 400.000 bis 1.000.000. Proteolytische 
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Fragmente des erfindungsgemaBen Heparansulfatproteo-* 
glycans weisen ein Uolekulargewicht von 50.000 bis 
200.000 auf. Das erf indungsgemaBe Heparansulfatpro- 
5 teoglycsLZi is-b menbranstandig, vahrend die en'bspre-. - 

chenden Fragmente insbespndere im physiologischen- 
Milieu der Korperfltissigkeit loslich sein konnen. 
Ein waiter es Herkmal des Heparansulfatproteoglycsms 
gemaB der Erf indung ist seine isnniinologische Reeiktion 

10 mit Antikorpem der Antikorperzellinie mAb-SG (ECACC 

86 122 108} • Das erf indungsgemaBe Heparansulfatpro- 
teoglycan ist erhaltlich durch Gewinnung von Vesikeln 
aus Himnervenenden, die zuvor aus Hirnsubstanz an- 
gereichert worden sind und gelchronatographisch in 

15 Fraktionen getrennt verden, wobei solche Fraktionen 

mit einem Kolekulargewicht uber 300.000 gesasmelt 
verden. Zur Xsolierung des Heparansulfatproteoglycans 
wurde Schveinehirn homogenisiert. 

i 

20 Das Homogenat wurde bei niedriger Drehzahl, vorzugs- 

weise S.OOO UPM tHr einige Hinuten, vorzugswaise 10 
Hinuten, zentrifugiert. Der Ober stand wurde gesaioBtelt 
und einer Zentrifugation bei hoberer DrehzeOil, vor<- 
zugsweise 12.000 UFM fvir langere Zeit als im vorber- 

25 gehenden Schritt, vorzugsweise 1 Stunde, unterworten. 

Das Sediment dieses Zentrifugationsschrittes wurde 
gesammelt und einer Dicbtegradienten-Zentrifugation 
untexworfen. Vorzugsweise wurde ein diskontinulerli- 
ciber Dicbtegradient verwendet. Besonders bevorzugt 

30 ist ein diskontlnuierlicher Dichtegradient aus drei 

Zonen mit 0,32 K Saccharose gefolgt von 0,8 K Saccha- 
rose und 1,2 M Saccharose. Han zentrifugiert bei h**^ 
berer Drehzahl, vorzugsweise 21 ,.000 XJPK fur einige 
Sttinden, vorzugsweise 2 Stunden, sanmelt die Zonen 
zwischen 0,8 und 1,2 M Saccharose/ verdunnt. in geeig- 
netem Puffer, vorzugsweise 0,16 H Natriumchlorid \ind 
zentrifugiert ein weiteres Mai vorzugsweise bei 
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12*000 XJPM fur eine Stunde. Das Sediment wird einem 
osmotischen Schock ausgesetzt: durch Hehomogenisierung 
im Wasser. Erneute Zentrifugation^ vorzugsweise bei 
5 12.000 UPM fur die Dauer von eine Stunde liefert 

einen libers tand, velcher nach Trennung vom Sediment 
nochmals vorzugsweise bei 35.000 UPM xnindestens 8 
Stunden lang zentrifugiert wird. Das danach erhaltene 
Sediment enthalt in hinreichender Heinheit die beno- 
10 tigte Vesikelfraktion. Die Figur 1 zeigt ein Aufar«- 

beitungsschema zur Gewisuiung der Vesikel. 

Die wie oben beschrieben gewonnenen synaptischen Ve- 
sikel aus Schweinehim wurden in Natrium-Dodecylsul- 

15 fat geldst und mit Hilfe der Gel filtration, vorzugs- 

weise an Aery 1 amid/ Agarose als Trennmatrix chromato- 
graphiert. Die im AusschluBvolumen der Saule eluieren 
de Fraktion, enthaltend Glycosaminoglycan, wurde ge- 
sammelt und weiterhin verwendet. Die Glycosaminogly- 

20 canbestimmung erfolgte nach Barthold et al. (Anal* 

Biochem, 150, 320 - 324 (1985). Eih typisches Chroma- 
togramm der Glycosaminoglycanverteilung zeigt die 
Abbildung 2a. Abbildung 2b zeigt, daB die proteinhal- 
tige Hauptfraktion nicht im AusschluBvolumen Vq elu- 

25 iert. 



Die so gereinigte Praktion wird zur Gewinnung von An- 
tikorpern gemaB der Methode von Kohler und Hilstein 
verwendet. Vorzugsweise werden die in Naus erzeugten 
30 Zellen mit der Mausmyelomazelle PAI fusioniert (siehe 

Research Disclosure, Mai 1982, pp 155 bis 157, 
Referat 21713). Zum Screening geeigneter Klone kaxm 
in vorteilhaf ter Veise die Immuno^tochemie an RQicken 
mark der Ratte Oder am elektrischen Organ des Zitter- 
rochens (Torpedo marmorata) eingesetzt werden. Die 
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Klonierang und Subklonierung fuhrt dann zu einem be- 
sonders bevorzugten Klon, der als Hybridomazellinie 
unter der Bezeichnung xoAb-SG unter der Nummer 
5 88 122 108 bei der European Collection of Animal 

Cell Cultures (ECACC) , Porton Down, Salisbury, 
Wiltshire SP 4 OJG, England hinterlegt worden ist. 
Die monoklonaren Antikdrper des hinterlegten Klones 
aiAb-SG sind gegen ein zuckerhaltiges Epitop ge- 

^0 richtet* Neben diesem Klon sind auch andere Klon 

vorhanden, die gegen Epitope des erfindungsgenaBen 
Heparansulfatproteoglycans gerichtet sind. Besonders 
bevorzugte Antikorperpopulationen zeigen keine Kreuz- 
reaktion lait Glycosamlnoglycanseitenketten des Hepa- 

2-5 ransulfatproteoglyccuis bzw. Heparansulfat und/oder 

gereinigten Heparansulfatproteoglycanen aus Engel- 
beth-Holm-Swanti Sarcomazellen. Die Antikorper der 
Zellinie mAb-SG warden als zur IgM-Klasse zugehorig 
klassifiziert. Mit dem so gewonnenen erf indungsge- 

20 laaBen Antikdrper laBt sich ein Antigen im Rattenhim 

nachweisen, das als "Synaptoglycan" bezeicbnet wird 
(siehe Abbildungen 3 und 4} • Dieses Antigen ist was- 
serldslich. Das mit dem Antikdrper reagierende Anti- 
gen (SG) lafit sich im Rattenhim auch in membran- 

2^ gebundener Form nachweisen. £s ist sehr wahrschein- 

lich, daB die membrangebundene Form aus synaptischen 
Vesikelmembranen stammt. 

Die Abbildung 5 veranschaulicht wie das Antigen an 
^0 der AuBenseite der Nerveimexobran erscheinen ksmn. Xn 

den Vesikeln ist das Antigen an der inneren Membran 
gebunden. Verschmllzt nun die axonale Nervenzellmem* 
bran am synaptischen End^ der Zelle mit den Vesikeln, 
blldet die Vesikelinnenseite nach Verschmelzung einen 
Tell der KembranaiiBenseite, 
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Das Antigen wurde mittels Immunoblotting-Technik 
auch im Gehirnhomogenaten von Primaten, Saugetieren, 
wie Ratte und Schvein, sowie anderen Wlrbeltieren, 
wie Huhn, nachgewiesen. 2ur Kontrolle wurden Leber- 
und Nierenzellenhomogenate der Ratte auf inmunolo* 
gische Reaktion mit dem Antikorper gemaB der Erfin- 
dung untersucht. Dabel zeigte sich keine positive 
Reaktion . 



10 



Auch in Zellkulturen von PC12 (Phaochromozytoma-Zel- 
len) sowie neuronalen Zellkulturen d'es optischen 
Tectizms des Huhns konnte eine iinmunologische Reaktion 
des erfindungsgemaBen Antikorpers gefunden werden 
15 (siehe Abbildung 6) • 

Die Eignung des erfindungsgemaBen Antikorpers zur 
Anwendung im erfindungsgemaBen Verfahren zur Diagnose 
von Dysfunktionen des zentralen Nervensystems , be* 

20 dingt durch degenerative Zustande des zentralen Ner- 

vensy stems, ergibt si^ aus dem tkberraschenden B - 
fund, daB der erf indungsgemaBe Antikorper mit Anti- 
genen aus Korperflussigkeit, wie Liquor und Sertua 
bei Patienten mit entsprechenden Symptomen der £r- 

25 krankungen des ZNS immunologiscb reagiert. AuBerdem 

wurde der Antikorper-Antigenkomplex bei Dunnschnitten 
von post mortem entnommenen Gehimen eines 
Alzheimer's Patienten durch Elnfarbung der extra- 
zellularen PlaG[ues, Insbesondere In der Peripherie 

30 der Ablagerungen, identlf Izlert. 

Mit der Xmmunblot«-Technlk kann das Antigen In verdunn- 
tern Liquor nachgewiesen -werden. Es ergibt sich ein 
charakteristisches Bandenmuster von meist 4 Banden 
von 200.000 Dalton bis 50.000 Dalton. Das Bandenmu- 
ster variiert in der Intensitat und Zusammensetzung 
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je nach Patient sehr stark (Abbildung 7) . Diese Ban- 
den sind Degenerationsprodukte des nativen Antigens. ^ 
Abweichungen in Intensitat und Muster wurden insbe- 
5 sondere erhalten bei Bluthimschrankenstorungen, Ge- 

bimtumoren, senilen Dement ien, insbesondere des 
Alzheimer Typs und bei Parkinsonismus • Ebenso besteht 
hier nach Alter der Patienten die Tendenz zur Zunahme 
des Antigens im Liquor bei hoherem Alter. Das Antigen 
10 . SG ist auch in humanem Serxim prasent, jedoch in erheb- 

lich geringerer Konzentration als im Liquor. 

In bevorzugter Weise kann man den diagnostischen 
Test in quant itativer Form durchfuhren mittels "Dot 

15 assay". Dazu wird antigenhaltiges Material auf Kitro- 

cellulosef ilter getupfelt. Die Nitrocellulose kann 
mit konzentrierter proteinhaltiger Losung, vorzugs- 
weise fotalem 10 % Kalberserum, 0,5 % Albumin, 0,05 % 
Milchpulver gesattigt werden. Danach ihkubiert man 

20 mit radioaktiv markierten Antikorpern (Methode nach 

Bolton und Hunter) . Nach Auswaschen des nichtgebun- . 
denen radioaktiv markierten Antikorpers, wird die an 
Nitrocellulose gebundene Radioaktivitat im Gamma- 
Zahler ausgezahlt. Aus Eichkurven ergibt sich eine 

25 Linearitat des Tests von Antigen im Nanogramm-^Bereich 

bis 10 tm Antigen « In diesen HeBbereicheh wird bei 
der guantltativen Aiiswertung von Proben gearbeitet. 
Das erfindungsgemaBe Diagnoseverfahren ist zur Erken- 
nung degenerativer Erscheinungen des ZNS geeignet. 

30 insbesondere lassen eich Alzheimer's Demenz, Gehim- 

tumoren, Bluthimschrankenstdrungen, Trisomie 21, 
Jakob-Creutzfeld-Syndrom u. a. dlagnostizieren. Als 
Nachweisverf ahren laBt sich neben dem oben beschrie* 
benen Immtinoblotting und Radioimmunoassay auch ein 
Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA) durch- 
fuhren. 



BNSOCX:iE>: .eWO 900771 2A1_t_> 



wo 90/0771 2 



5 



10 



15 



20 



25 



PCT/EP89/01585 

- 9 - 



Der erfindungsgemaBe Antikorper ist also in hervorra- 
genderweise geeignet als Diagnostiloun zur Durchfiih- 
rung des Verfahrens zur Diagnose von Dysfunktionen 
des ZNS zu dienen. 

Die Erf indung wird anhand der f olgenden Beispiele 
naher beschrieben. 

Isolieruna des Hepar ansulf atoroteoalvcan aus antig^]} - 
haXtiaen Vesikeln aus S chweinehimnervenender. 

Schweinehirn wurde homogenisiert. Das Hoaogenat wurde 
bei 3.000 UPM 10 Minuten zentrifugiert . Der tiberstand 
wurde gesainmelt und einer Zentrifugation bei 12.000 
UPM fur 1 h unterworfen. Das Sediment dieses Zentrifu- 
gationsschrittes wurde gesammelt und einer Dichte- 
gradi^nten-Zentrifugation in einem diskontinuierli- 
Chen Dichtegradienten unterworfen. Der diskontinuier- 
liche Dichtegradient bestand aus drei Zonen, 0,32 M 
Saccharose gefolgt von 0,8 M Saccharose und 1,2 M 
Saccharose. Man zentrifugierte bei 21.000 UPM fur 2 
h, seuninelte die Zonen zwischen 0,8 und 1,2 H Saccha-, 
rose^ verdiinnte in 0,16 M Natriumchlorid und zentri- 
fugierte ein weiteres Mai bei 12.000 UPM fur 1 h. 
Das Sediment wurde durch Rehonogenisierung in Wasser 
einem osmotischen Schock ausgesetzt. Emeute Zentri- 
fugation bei 12.000 UPM fur die Dauer von 1 h liefer- 
te einen uberstand, welcher nach Trennung vom Sedi- 
ment nochmals bei 35.000 UPM C&ber Nacht zentrifugiert 
wurde. Das danach erhaitene Sediment enthielt in 
hinreichender Reinheit die benotigte Veslkelfra3cti n.. 
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Die so gewonnenen synaptischen Vesikel wurden in Na- 
triutt-Dodecylsulfat gelost und an Acrylamid/Agarose 
an einer AcA-34-Saule chromatographiert. Die im Aus--. 
schluBvolxunen der Saule eluierende Fraktion wurde. 
gesanmelt iind veiter bearbeitet. Die Glycosamino* 
glycanbestimmung erfolgte nach Barthold et al. Anal. 
Biochem. 150, 320 324 (1985). Die Ergebnisse dieser 
ehroaatographischen Reinigungsschritte sind in Abbil- 
dung 2 a, b wiedergegeben. 

Beispiel 2 

Qevinnung monoklonaler Anti^orper und Screening von 
yionen 

Die nach der Fusion mit der Hybridomatechnik erhalte- 
hen Klone vurden mittels Dot-Blot, Immunblot und Im- 
ttunocytochemie an Dunnschnitten von Rattenhirn gete- 
-stet. Bei den immunochemischen Versuchen wxirde als An 
tigen das zum Xniaunisieren verwendete Material ein* 
gesetzt.. Bei der Fusion entstanden 300 Klone, etwa 
100 davon waren im Dotblot positiv und diese wurden 
durch Xiomunocytocheiaie am Ruckenmark der Ratte und 
aB cbolinergen elektrischen Organ von Torpedo 
marmorata ^erpr&ft und 10 Klone als geeignet ausge* 
wablt. Das weitere Screening erfolgte durch Xmniun* 
blotting. SchlieBlich wurde ein Klon ausgewahlt und 
durcb Vereinzelung wel Mai sub]cloniert. Es wurden 
Verdilnnungen 1 s 5 und 1 x 10 verwendet. Der resul* 
tierende Klon zeigte nach. der zweiten Subklonierung 
die ursprunglich erhaltenen Resultate* Die Antikdrper 
klasse wurde als XgM bestimmt (Biorad Dot-Blot Assay 
zur Bestinoaung der Xnanunglobulinklasse) • Dieser mono* 
klonale Antikdrper wird im weiteren als m&b-*S6 be- 
zeichnet, das zugrunde liegende Antigen als Synapto- 
glycan (S6) • 
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Charakterisierunq von Svnaptoglvcan . Isol ieruna atts 
Ra1;tpnhj,r^ 

5 

6 Rattenhirne (frisch) werden in 20 Volvuaina 0,15 M 
Natriumchlorid, 10 mM Natriuinphosphat pH 7,4 (PBS- 
Puffer) homogenisiert. Daraus wird nach Zentrifuga- 
tion fur 2 stunden bei 100*000 g ein Oberstand erhal- 

xo ^^^f in^^ gesattigter Asunoniuasulfatlosung 1 : 1 

gemischt wird. Mach einer Stunde bei wird b i 
20.000 g (4*C) fur eine Stunde zentrifugiert und d r 
Kiederschlag in PBS geldst und auf Sephacryl S-300 
(Pharmacia, Saulendinension 100 x 1,5 cm) in PBS 

15 chronatographiert ( Chroma tograsun siehe Abbildung 3). 

Peak I (Absorption 280 nm) wird gesammelt und weiter 
auf einer lonenaustauschers&ule (DEA£<*Sephacryl, 
Pharmacia, 20 x 1 cm) gereinigt. Kach Auftragung des 
Materials auf die Saule wird mit 10 S&ulenvolumina 

20 gewaschen und mit einem Gradienten aus PBS und 

PBS in 1,2 M Natriumchlorid eluiert. Das Antigen 
eluiert bei etwa 0,5 M Katriumchlorid und wird gemaS 
Iiamunoblot-Technik mit mAb-SG detektiert. Die SG-ent- 
haltenden Fraktionen besitzen uber 90 % Reinheit. 
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Chemische. enzvmatische und phvsikalische Charakteri- 



SG wird mit salpetriger Saure behandelt* Diese Tech* 
30 nik ist spezifisch fur Proteoglycane des Heparansul-- 

• fattyps. SG ist ein Heparansulfatproteoglycan, gema5 
Abbau mit salpetriger Saure* Im Hydrolysat von gerei- 
nigtem SG (6 N Salzsaure 24 Stunden bei 105 *C) wird 
Glucosamin nachgewiesen. Ebenso werden in SG Zucker 
vom Glucuronsauretyp nachgewiesen. Dies Zucker sind 
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charakteristisch fur HSPG (Heparansulfatproteo- 
glycan) . SG wird von Glykosidasen, die O-glykosidisch 
gebundene Zucker ajigreifen, nicht verdaut. Die schein- 
bare nolare Kasse von SG ergibt sich aus der SDS 
5 Polyacrylamidgelelektrophorese und aus Gelchromato* 

graphie zu ungefahr 300.000 bis 1. 000* 000 Dalton. SG 
erfullt die Charakteristika eines Heparansulfatproteo- 
glycans. Das Cpitop des Anti-SG Antikorpers (mAb-SG) * 
ist nit dem Carbohydratanteil, zumindes't teilweise, 
3^0 assoziiert. 

Beispiel 4 

Prasenz von SG in verschiedenen Geveben und Gewebs- 
15 flussiqkeiten 

Immunblot-Technik mit mAb-SG 

SG findet sich in Gehimhomogenaten von Hensch, Hatte, 
20 Schwein und Huhn» In Leber* und Nierenhoroogena-ten 

ist: das Antigen direkt nicht nachweisbar, ist daher 
entweder nicht oder in vergleichsweise kleinen Kon- 
zentrationen vorhanden. SG ist in dberstanden sowie 
in Zellen von Phaochromozytomazellen (PC 12} sowie 
25 in Neuronen-Kulturen vom optischen TektuB des Ruhns 

nachweisbar. 

Xmnninocytodhemie nit nAb-SG 

30 In Rattenhim wird eine synapsenspezifische Farbung 

erhalten. Es werden jedoch nicht alle Synapsen ange- 
farbt. Xn Zelllculturen von PC 12-*Zellen und Huhn op« 
tischen Tektum (Abbildung 6} werden Zellkdrper und 
Keuriten angefarbt. 
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Humanes Serum und Liquor: 

Mit der Immunblot-Technik wird in 1 : 1 verdiinntem 
Liquor deutliche Reaktion erhalten. Es ergibt sich 
2 ein charakteristisches Bandenmuster von 4 Banden v n 

200.000 bis 50.000 Dalton, das in Intensitat und Zu- 
sammensetzung je nach Patient stark von einander ab- 
weicht (siehe Abbildung 7) . Diese Banden sind Dege- 
nerationsprodukte des nativen SG. Abweichungen in 
Intensitat iind Muster wurden insbesondere erhalten 
bei Blut-Hirnschrankenstorungen, Gehirntumoren, se- 
nilen Dementi en insbesondere d©s Alzheiaertyps und 
bei Parkinsonismus . Ebenso besteht je nach Lebens- 
alter der Patienten die Tendenz zur Zunahme des SG^ 
25 Antigens im Liquor bei hoherem Alter. SG ist auch in 

hujnanem Serum prasent, jedoch in erheblich geringerer 
Konzentration als im Liquor, 



20 



Bei,sp;t^l 5 

Quantitativer immunchemis cher Test fiir SG mit mAb-SG 



Zur quantitativen Bestimmung von SG im Serum und im 
Liquor imd anderen Gewebsfloissigkeiten und Geweben 

25 wurde ein Dot-Assay durchgefGhrt. Antigenhaltiges 

Material wird auf Nitrocellulosepapier get^pfelt, 
die Nitrocellulose dann mit konzentrierter protein- 
haltiger Losung (10 % fotales Kalberserum, 0,5 % 
Albumin, 0,05 % Milchpulver) gesattigt und dann mit 

30 -^^^j markiertem mAb-SG (Methode nach Bolton und 

Hunter) inkubiert. Nach auswaschen des nicht gebtinde- 
nen radioaktiven markierten mAb-SG wird die an Nitro- 
cellulose gebundene Radioaktivitat im Gamma-Zahler 
ausgewertet, Aus Eichkurven ergibt sich eine Linear i- 
tat des Tests im Bereich von einem Nanogramm SG bis 
10 fig des Antigens. 
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Der Antikorper mAb-SG zeigt bei Dunnschnitten von 
post mortem Gehimen von Alzheimer Patienten Anfar- 
bung der extrazellularen Plaques, insbesondere in 
der Peripherie der Ablagerungen. 
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Patentanspruehe 

1. Heparansulfatproteoglycan aus^ Hlmnervenendungen 
mit einem Molekulargevicht von 400.000 bis 

5 1*000 •000 (400 bis 1,000 KD) und dessen proteo- 

lytische Fragmente. 

2. Heparansulfatproteoglycan nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet/ daB das proteolytische 

10 Fragment ein Molekulargewicht von 50.000 bis 

200.000 (50 bis 200 KD) aufweist. 

3. Heparansulfatproteoglycan nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daJ3 es membranstandig ist. 
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4 • Heparansulf atproteoglycanfragitient nach Anspruch 
1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, da& es in 
physiologischen Milieu der Korperflussigkeiten 
loslich ist. 



5. Heparansulfatproteoglycan nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, dad es inmunologisch lait 
dem Antikdrper aus der Antikorperzellinie C 98 
unter Bildung eines Antigen/Antlkdrperkomplexes 

25 reagiert. 

6. Heparaunsulfatproteoglycan gemaB einem der Anspr&- 
che 1 bis 5 erhaitlich durch Gevinnung von Vesi- 
keln aus Hirnnervenenden, die zuvor aus Himsub* 

30 stanz angereichert vorden sind und gelchroaato'- 

graphisch in Fraktionen getrennt verden, vobei 
solche Fraktionen mit einem Molekulargewicht 
uber 300.000 (300 KD) gesammelt werden. 

7. Antikorper gegen ein aus einer Hirnnervenenden- 
fraktion staromendem Antigen mit einem Molekular- 
gewicht von uber 300.000 (300 KD) • 
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8. Antikorper nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB er gegen ein Heparansulfatproteoglycan 
aus einer Hirnnervenendung gemaB einem der An- 
spruche 1 bis 6 gerichtet ist. 

9. Antikorper nach einem der Anspruche 7 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB er gegen ein carbo- 
hydrathaltiges Epitop des Heparansulfatproteo- 
glycan nach einem der Anspruche 1 bis 6 gerich- 
tet ist- 

10. Antikorper nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 
net, daB er nicht gegen die Glycosaminglycan- 
Seitenketten des Hepareunsulfatproteoglycan ge- 
richtet ist und keine Kreuzreaktion mit Heparan- 
sulfat und/ Oder gereinigtem Heparansulfatproteo- 

. glycan aus Engelbeth*Holm-Sweuna Sarcomazellen 
zeigt. 

11. Antikorper nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich- 
net, daB er aus der Hybridoma-Zellinie mAb-SG 
(ECACC 88 122 108} stammt. 

12* Antikorper nach einem der Anspruche 7 bis 11 er- 
h&ltlich durch . Xnmunisierung eines geeigneten 
Tieres mit Fraktionen aus Himnervenenden loit 
einem Molekulargewlcht von tiber 300.000 (300 
KD ) • 

13. Antikorper nach Ansprudti 12, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Tier mit einem Heparansulfatproteo- 
glycan nach einen der Anspr&che 1 bis 6 immuni- 
siert vird. 

14 « Antikorper nach einem der Anspruche 7 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet,. daB er zur IgH Klasse 
gehdrt. 



I 
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15. Verfahren zur Diagnose von pysfunktionen des ZNS 
Mittels elnes Antigen/ Antlkorperkomplexes, da- 

5 durch gekennzeichnet, daB 

a) eine aus Liquor Oder Serua staaunende Probe 
mit 

10 b) den Antikdrper genSfi einem der Anspruche 7 

bis 14 inkubiert und 

c) der sich bildende Antigen/Antikdrperkomplex 
durch ein an sich bekanntes Kachweisverfahren 
1^ erfaBt wird, wodurch die Dysfunktion positiv 

diagnostiziert vird* 

16. VerfsOiren nach Anspruch 15 zur Diagnose degenera- 
tiver Brscheinungen des ZNS. 
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17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16 zur Diagnos 
von Alzheimer's Disease, Gehirntuinoren , Blut- 
Hirnschrankenstorungen , Trisomie 21 (Down Syn- 
drome) , Jakob-Creutzfeld-Syndrom. 



18. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 17, 
wobei die Detektion des Antigens nach einem der 
Anspriiche 1 bis 6 mittels Immunoblotting, Radio- 
immunoassay (RIA) , Enzyme Linked Immunosorbent- 
30 Assay (ELISA) durohgef^rt wird. 



19 . Diagnostikum zur Durchf uhrung des . Verf ahrens 
nach einem der Anspruche 15 bis 18, im wesentli- 
chen bestehend aus dem Antikdrper gemaB einem 
der Anspruche 7 bis 14. 
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Homogenisat (HOM) 
3000 Upm. ID min 

.. I 

Uberstand (S^) 

12000 Upm, 1 h 



Sediment (P^) 
( verworf en ) 



Sediment (P2> 



Uberstand (S2>, 
(verworfen) 



homogenis iert in 0,32 M Saccharose (Hg), 
diskontinui erlicher Gradient: 



- 0,32 M Hg 

- 0,8 M Sec 

- 1,2 M Sac. 



21000 Upm 
^ 

2 h 



B-Bande 

homogenisi er t in 0,16 M NaCl 
I 12000 Upm, 1 h 



Sediment (P3) 



1 



Uberstand (S3) 
(verworf en ) 
homogenisiert in H2O (osmot .Schock) 
12000 Upm, 1 h 



Oberst&nd (S4) 



Sediment (P4) 
( verworf en) 
35 000 Upm, uber Nacht 



Sediment (P5) 

enthalt Vesikel 



Uberstand (S5) 
( verworf en ) 



- A-Bande 
•B-8ande 
-C-Sediment 



Abb. 1: Schematische Dsrstellung der Vesike 1 i sol i e- 
rung cus Schweinehi rnen (Sec: Saccharose) 
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|j % £(uat 

Abb* 2 i Glykosaminoglykan- und Uronsoureve r t ei 1 ung 
dep synsptischen Vesikel nach der GelfiitT^a- 
tion init einer AcA-34-Saule (Abb. 2 a) 
und deren Proteinvertei lung (Abb. 2 b) 
(+Vo: AusschluBvolumen 

J I. 1 1 > III: Nummerierung der Uronsauregi p f el ) 
Peak I enthalt das Antigen und wurde 2ur 
Iromuni^ierung verwendet. 
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. . Abb. 6: PC12 Zellen 

as Phasenkontrast 

b; Iiununfdrbung nit a AG<-SG 
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Abb, 7: Immunblots von Licjuorproben verschiedener Patienten xnit 
neurologisch manifesten Befunden: 1. Antikdrper in 

2. Antikdrper Anti-Maus Xinmunglobuline--Peroxidase 
markiert. 

Spuren 1, 3, 5 Liquor 
Spuren 2, 4 Kontrollen 
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